肺癌是世界范围内最常见的恶性肿瘤之一，也是发病率及癌症相关致死率最高的恶性肿瘤^\[[@b1]\]^。非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer, NSCLC）占肺癌的80%-85%。由于早期症状不明显，多数患者确诊时多为中晚期，传统的治疗方法如手术、放疗、化疗能改善近期疗效，但对生存期的延长作用有限。分子靶向治疗是近年来恶性肿瘤治疗领域的"王牌"，其特点是能选择性地作用于肿瘤细胞，定向阻断癌细胞的转移、增殖、信号传导，阻止肿瘤新生血管的生成，破坏癌细胞的新陈代谢^\[[@b2]\]^，故其特异性高，不良反应小，是目前最具前景的研究领域。棘皮动物微管相关类蛋白4与间变性淋巴瘤激酶融合基因（chinodem microtubule-associated protein-like 4/anaplastic lymphoma kinase, *EML4*-*ALK*）有望成为继表皮生长因子受体（epidermal growth factor receptor, EGFR）后另一种有明确疗效预测作用的分子标志物，它被证实是NSCLC发生发展过程中独立而又关键的分子靶点，在NSCLC中的发生率约为5%。本文主要介绍*EML4*-*ALK*融合基因的结构特点、临床病理特征，常用于筛检*EML4*-*ALK*融合基因的方法，简述*ALK*抑制剂临床研究进展，并评价其在NSCLC治疗中的地位和意义。

1. *EML4*-*ALK*融合基因概述 {#s1}
===========================

*ALK*基因最初是在间变性T细胞淋巴瘤和炎性成纤维细胞瘤中发现。目前已发现其参与形成的融合基因（*X*-*ALK*）与多种肿瘤的发生密切相关^\[[@b3]\]^。2007年Soda等^\[[@b4]\]^首次发现*EML4*-*ALK*融合基因存在于部分NSCLC中。研究者在1例男性吸烟的肺腺癌患者标本中扩增出由*EML4*和*ALK*融合而成的DNA片段，它编码的蛋白质包含了1, 059个氨基酸。蛋白质的N端（残基1-496）为人*EML4*基因的一部分，而C端残基（497-1, 059）则是人*ALK*基因的胞内域。

EML4隶属于棘皮动物微管相关类蛋白家族，包括WD-重复区、N端Basic区和HELP域。它们都和EML4-ALK肿瘤生成的潜能有关，且Basic区在EML4-ALK二聚体化的过程中扮演着重要的角色，去除Basic区可使EML4-ALK融合蛋白的催化活性降低84%，可以推断Basic区可能是EML4-ALK融合蛋白发挥作用的关键区域。

ALK则是胰岛素受体超家族的成员，可与*ATIC*-、*TFG*-、*CLTC*-等多种基因发生融合，其结构包括：胞外配体结合区、跨膜区、胞内酪氨酸激酶区。

EML4与ALK定位于2号染色体短臂上，但两者方向相反，相隔12 Mb，融合时须EML4或ALK其中之一反向与对方连接，*EML4*-*ALK*基因亚型取决于两者断裂相接的位置，因此EML4断裂点呈现出多变性，目前已检测到的断裂点有2、6、13、14、15、17、18、20号外显子，这些形成了至少11种*EML4*-*ALK*融合基因亚型，已有实验^\[[@b4]-[@b11]\]^证实它们中的大部分能促进肿瘤生成。

2. *EML4*-*ALK*融合基因的检测方法 {#s2}
=================================

检测*EML4*-*ALK*融合基因的方法很多，主要包括免疫组织化学、逆转录聚合酶链式反应、荧光原位杂交技术和RACE-偶联PCR测序等，现将常用的检测方法简述如下：

2.1. 免疫组织化学（immunohistochemistry, IHC） {#s2-1}
----------------------------------------------

IHC是病理检测的主要方法之一。因其操作简便、成本低、工作量较小而被广泛应用于临床和科研工作中，IHC的最大优势是能检测到肿瘤特异性抗原，但不会破坏细胞和组织的结构特征。实验证实IHC同FISH和RT-PCR检测*EML4*-*ALK*融合基因的结果具有一致性，但其敏感性劣于FISH和RT-PCR法，而且不能鉴定ALK融合患者具体来自哪种变体亚型。因此，可以将IHC法作为筛查*EML4*-*ALK*融合基因的方法。

2.2. 逆转录聚合酶链式反应（reverse transcription-polymerase chain reaction, RT-PCR） {#s2-2}
------------------------------------------------------------------------------------

RT-PCR法是一种敏感性高的基因检测方法，可以检测到很低拷贝数的RNA，可能是确认NSCLC存在*ALK*融合基因的一种快速诊断方法。利用术后或其它方法取得的标本，获得总RNA后进行RT-PCR，对PCR产物进一步分析以确定是否含有*EML4*-*ALK*融合基因，该法需要高质量的RNA，但石蜡切片中的DNA及RNA在检测过程中会逐渐降解，最终会影响检测结果的准确性，因此，RT-PCR更适用于新鲜组织标本的基因检测。但其缺点在于对引物要求很高；分辨不出*EML4*-*ALK*融合基因的未知亚型；假阳性率较高。由于此方法操作复杂，在常规临床诊断实验室可能难于施行。

2.3. 荧光原位杂交（fluorescence *in situ* hybridization, FISH） {#s2-3}
---------------------------------------------------------------

FISH法应用探针特异性标记细胞核中ALK断裂点来检测ALK重排，分离的荧光信号提示存在ALK重排。相比IHC和RT-PCR，FISH法的敏感性和特异性都很高，但并不是万无一失。与PCR不同，FISH不能鉴别出不同的*EML4*-*ALK*融合基因变异体，且其价格昂贵，分离的荧光信号不易解释。目前，ALK靶向药物克里唑替尼（Crizotinib, PF-02341066）临床前试验中将FISH法作为*EML4*-*ALK*融合基因的检测方法。

2.4. RACE-偶联PCR测序（RACE-coupled PCR sequencing） {#s2-4}
----------------------------------------------------

张绪超等^\[[@b12]\]^使用该法检测分析*ALK*基因的融合变异，他们采用cDNA末端快速扩增（PACE）技术结合两轮PCP技术来扩增*ALK*基因的融合变体，敏感性高，其优点是能检测到*EML4*与*ALK*或其它任何基因的融合，测序后还能发现是来自哪一种EML4-ALK变体的融合。但目前只有张绪超等^\[[@b12]\]^的研究应用了这种检测技术，还需要更多的研究加以验证。

越来越多的标本进行了*EML4*-*ALK*融合基因的检测，其中以RT-PCR法的应用最为广泛，但目前仍无敏感特异的方法用于*EML4*-*ALK*融合基因的检测。未来的发展方向在于寻找有效可行的方法用于准确检测*ALK*基因融合。

3. *EML4*-*ALK*融合基因与NSCLC的临床病理关系 {#s3}
============================================

表皮生长因子受体酪氨酸激酶抑制剂（EGFR-tyrosine kinase inhibitor, EGFR-TKI）治疗有效的患者被证实有其独特的临床病理学特征，如：亚裔、不吸烟、女性、腺癌。决定EGFR-TKI疗效的关键在于EGFR的19、21外显子突变。NSCLC中*EML4*-*ALK*融合基因阳性的患者是否也有其独特的临床病理特征，世界各地的科学家们对此进行了深入的研究。

日本的Inamura等^\[[@b13]\]^用RT-PCR法检测了363例肺癌患者的病理标本，11例（3%）标本中检出*EML4*-*ALK*融合基因，患者病理分型均为腺癌，进一步研究证实*EML4*-*ALK*融合基因阳性的NSCLC具有以下的特征：腺泡组织来源，分化更差；常有TTF-1表达，偶有*TP53*突变，极少有*EGFR*及*K*-*ras*的突变；更常见于轻度或不吸烟的患者。

香港的Wong等^\[[@b8]\]^检测了266例原发性肺癌患者的术后病理标本，对*EML4*-*ALK*、*KRAS*、*EGFR* 3种基因的阳性率进行比较和统计学分析处理，共检出野生型EGFR、KRAS阳性119例，其中13例（4.9%）*EML4*-*ALK*基因表达阳性患者，差异有统计学意义，这13例包括11例腺癌和2例腺鳞癌，他们也发现了*EML4*-*ALK*融合基因更常见于不吸烟、年轻和EGFR、K-ras野生型的肺癌患者中，其差异具有统计学意义。

根据以上试验结果，2009年Shaw等^\[[@b14]\]^进行了更有针对性的研究，共选择了141例NSCLC患者，入组条件为女性、亚裔、不吸烟或轻度吸烟和腺癌中至少有2项符合，用FISH方法检测了标本中的情况，共检出了19例（13%）*EML4*-*ALK*融合基因，包括18例腺癌和1例腺鳞癌，发生*EML4*-*ALK*、*EGFR*及*K*-*ras*突变的患者没有重叠。

2009年张绪超等^\[[@b15]\]^用RACE-PCR在109例NSCLC的标本中检出12例EML4-ALK阳性（11.01%）。所有*EML4*-*ALK*融合基因阳性的NSCLC患者均不与*K*-*ras*突变共存，但意外的在1例女性肺腺癌患者中发现了*EML4*-*ALK*融合基因与*EGFR* 19号外显子突变的共存。

多项临床研究已经证实：*EML4*-*ALK*融合基因是NSCLC患者又一常见的临床亚组，其典型的临床特征包括：男性、既往不吸烟或轻度吸烟史、年轻患者、腺癌或以腺癌细胞为主的病理类型、*EML4*-*ALK*融合基因与*EGFR*突变和*K*-*ras*突变不共存。这对临床上可以更加快速有效地筛选目标人群有着极大的意义。

4. ALK抑制剂 {#s4}
============

EML4-ALK作为一个潜在的NSCLC的治疗靶点，目前已进入临床实验研究阶段的ALK抑制剂只有克里唑替尼（PF-02341066），它同时也是MET/HGF受体酪氨酸激酶抑制剂，由辉瑞公司研制。它是一种选择性的ATP竟争性小分子抑制剂，抑制c-Met/肝细胞生长因子受体（hepatocyte growth factor receptor, HGFR）和ALK酪氨酸激酶及他们的致癌变异体（如c-Met/HGFR突变变异体或ALK融合蛋白）。体内外试验均证实，此药可以剂量依赖性抑制肿瘤细胞c-Met/HGFR、ALK和某些变异体的磷酸化及激酶靶位依赖功能。推荐剂量为250 mg（po, Bid）。

Ⅰ期临床试验结果^\[[@b16]\]^显示，在82例可评价疗效的患者中客观缓解率为57%，8周疾病控制率达90%。平均治疗时间是6.4个月，其中1例完全缓解，46例部分缓解，27例疾病稳定。6个月无进展生存率为72%，中位无进展生存期9.2个月。所有患者MET为阴性（克里唑替尼的另外一个靶点），表明治疗作用是通过抑制ALK完成。轻微的胃肠道反应为主要不良反应，如恶心（54%）、腹泻（48%）和呕吐（44%），但患者完全可以耐受，3/4度毒性只见于谷丙和谷草转氨酶的升高。

Ⅱ期临床试验^\[[@b17]\]^证实，在50例可评价疗效的患者中，客观缓解率为64%，8周疾病控制率达到了90%，6个月无进展生存率为72%，且中位治疗时间均已多于25.5周，生存终点尚在观察之中。胃肠道反应仍是克里唑替尼的主要副反应，但患者均可耐受。

克里唑替尼的Ⅰ期/Ⅱ期临床试验结果均证实了该药抗癌效果满意，安全性好。因此，2011年8月26日美国食品药品管理局批准克里唑替尼（PF-02341066）直接进入Ⅲ期临床试验（Profile-1007），中国也参与其中，Profile-1007是克里唑替尼的首个Ⅲ期临床试验，在2012年欧洲肿瘤内科学会（European Society for Medical Oncology, ESMO）上，Shaw等^\[[@b18]\]^报告了该试验的中期结果，该试验共入组了347例既往接受过含铂一线化疗方案的Ⅲb期/Ⅳ期NSCLC患者，所有患者均经FISH证实ALK阳性，实验组的173例患者给予克里唑替尼（250 mg bid, q 21d），对照组的174例患者分别给予多西他赛（75 mg/m^2^, q 21d）或培美曲塞（500 mg/m^2^, q 21d）。随机接受单药化疗的患者在疾病进展后可接受克里唑替尼治疗，因此，化疗组的大多数患者最终接受了克里唑替尼治疗。两组总有效率分别为65.3%和19.5%（OR=3.4, 95%CI: 2.5-4.7, *P*＜0.001），两组无进展生存期为7.7个月和3.0个月（HR=0.49, 95%CI: 0.37-0.64, *P*＜0.000, 1）。以上试验结果证实，克里唑替尼相对于单药化疗组明显延长了无进展生存期，提高了客观缓解率。因此，对于*ALK*突变阳性的NSCLC患者来说，克里唑替尼可以作为晚期肺癌患者的标准治疗。Profile-1007比较克里唑替尼与二线化疗方案的疗效，而另一个Ⅲ期临床试验Profile-1014则比较的是克里唑替尼与一线化疗方案。该实验入组标准是既往没有接受过治疗的ALK阳性局部晚期/转移的非鳞状NSCLC患者，入组的334例患者被随机分配到克里唑替尼组和培美曲塞/顺铂或培美曲塞/卡铂组，主要观察终点是无进展生存期。另外一个单臂的Ⅱ期临床研究（Profile-1005）^\[[@b16]\]^入组了250例由于接受过多的治疗而不能入组Ⅲ期临床研究或者Ⅲ期临床研究中接受化疗后却进展的NSCLC患者，服用克里唑替尼观察其疗效。

在治疗初期克里唑替尼能取得非常好的疗效，但与EGFR-TKIs及其它TKI一样，最终肿瘤也会对克里唑替尼产生耐药。Choi等^\[[@b19]\]^报道了1例应用克里唑替尼治疗有效5个月后却发生继发耐药的病例。患者为28岁无吸烟史的男性肺腺癌，检测未发现*EGFR*突变，经过6周期的常规化疗后肿瘤出现了进展，检测发现肿瘤表达*EML4*-*ALK*融合基因的亚型1。经过1周的克里唑替尼治疗后，患者的症状较前明显好转。但5个月后肿瘤出现了进展，导致双肺肿瘤和胸腔积液的迅速增长。在该患者的胸水样本中发现EML4-ALK激酶域有两个突变（野生型ALK的cDNA核甘酸4 374和4 493，分别发生G→A和C→A的改变，频率分别为41.8%和14.0%），这两处碱基的改变导致该位点氨基酸改变，分别是C1156Y和L1196M，作者进一步通过细胞株试验及磷酸化检测验证了这两个点突变的确可以导致对克里唑替尼的耐药。针对L1196M耐药后的治疗，Katayama等^\[[@b20]\]^用比克里唑替尼活性更强的ALK抑制剂如TAE684和AP26113或是HSP90抑制剂进行治疗。Sakamoto等^\[[@b21]\]^也证实了ALK抑制剂CH5424802能高选择性的抑制L1196M突变的细胞生长。

5. 小结及展望 {#s5}
=============

目前认为，*EML4*-*ALK*融合基因是NSCLC新一类的亚型。*EML4*-*ALK*融合基因的形成是由2号染色体短臂插入引起的，它至少有11种亚型。NSCLC中*EML4*-*ALK*融合基因阳性更常见年轻男性患者、轻度吸烟∕不吸烟、腺癌、*K*-*ras*或*EGFR*野生型。常用来检测EML4-ALK的方法有IHC、RT-PCR、FISH和RACE-偶联PCR测序，各方法有其优缺点，有一定的互补性。ALK抑制剂克里唑替尼治疗EML4-ALK阳性的NSCLC能取得较佳的疗效，有望成为晚期NSCLC患者的标准治疗。

目前，基因检测已经从实验室走进了临床工作中，众多生物标志物的发现，为实现真正意义上的NSCLC"个体化"治疗提供了契机。建议在选择使用靶向治疗前，制定合理的生物标志物筛选方案，这有助于改善疗效，提高治疗成功率，避免某些过度治疗，节约医疗成本。以生物标志物为指导的个体化综合治疗模式将进一步提高NSCLC患者靶向治疗的疗效和患者的生存质量。

尽管克里唑替尼用于NSCLC患者的Ⅰ期、Ⅱ期临床试验结果令人鼓舞，但仍有许多问题有待进一步研究，如检测*EML4*-*ALK*融合基因的金标准是什么；*EGFR*突变与*EML4*-*ALK*融合基因的相互关系是什么；*EML4*-*ALK*融合基因的不同变体是否代表不同的临床意义；*EML4*-*ALK*融合基因的在NSCLC中的阳性率是否存在地理或种族差异；*EML4*-*ALK*融合基因是否确实是克里唑替尼治疗有效的疗效预测分子；与现有的治疗手段相比，克里唑替尼是否能取得明显的客观疗效和生存期优势；对共存型NSCLC患者而言，多靶点抑制剂会不会是更好的选择；耐药机制仍不清楚以及耐药后患者又该如何进行治疗等。期待更加深入的实验和临床研究来解决上述问题，从而使NSCLC的个性化治疗得以在基因水平上实现。
